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(57) Abstract 

The invention relates to a biotechnological method for producing compounds of general formulas (I) and (II), wherein R' represents 
acyl or acyloxy, and R^ represents a hydrogen atom or Ci-Cio alkyl, comprising the reaction of a lactam of general formula (III) using a 
hydrolase in the presence of a nucleophile and in the presence of a base in a constant pH range. The invention also relates to the subsequent 
conversion of the compound of general formula (I) into the optically active l-amino-4-(hydroxymethyl)-2^yclopentene of formula (V). 



(57) Zusummenfassung 

Beschrieben wird ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formein (I), (II), worin R' 
Acyl Oder Acyloxy und ein Wasserstoffatom oder Ci-io-Alkyl bedeutet, umfassend die Umsetzung eines Lactams der allgemeinen Formel 
(III) miitels eincr Hydrolase in Gegenwart eines Nucleophils und in Gegenwan einer Base in einem konstanten pH-Bereich. Des Weiteren 
wird die Weiterumsetzung der Verbindung der allgemeinen Formel (I) in das optisch aktive l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten 
der Formel (V) beschrieben. 
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Vcrfahren zur Hcrstdlung von (lR,4S)-2-Azabicyclo{2-2.1]hept-5-en.3-on-Derivaten 
Beschreibung 

5 Die voriiegende Erfindung betrifit ein biotechnoiogisches Verfahren zur Herstellung von 
oprisch afctiven Verfaindungen der allgemeinen Formeln 




n 



10 ausgehend von einem Lactam der allgemeinen Fonnel 

Vcrbindungen der Forme! I wie bspw. (lR,4S).2.Acetyl-2-azabicydo[2.2. l]hept-5-en.3-on 
sind wichtige Zwischenprodukte zur HersteUung von (lR,4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)- 

1 5 2^cIopenten, welches wiederum ein wicfatiges Zwischenprodufct zur Herstellung von 
carbocyclischen Nukleosiden wie z. B. Carbovir (Campbell et al., J. Org. Chcm. 1995, 60, 
4602-4616) ist. Verfaindungen der Formel n wie bspw. der (lS,4R)-Acetylanmio-2- 
cyclopenten-lorbonsaurepropylester sind ein wicfatiges Zwischenprodukt zur Herstellung 
von (lS,4R)-l-Amino-4-(hydroxymcthyl)-2-cyclopenten, welches ebenfalls ein wichtiges 

20 Zwischenprodukt zur Herstellung von carbocyclischen Nukleosiden sein kann. 

Bekannt ist lediglich die chemische Herstellung von (IR,4S)-2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. l]hepto-en-3-on durcfa Acyiierung von (lR,4S)-2-Azabicycio[2.2. l]hept-5- 
en-3-on (Katagiri et al., Tetrahedron Letters, 1997, 38, 1961). Gemass dieses Verfahrens 
25 kann (lR,4S)-2-AcetyI-2-azabicyclo[2.2. l]hcpt-5-cn-3-oh nur vom entsprechenden 

(lR,4S)-2-Azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on als Edukt erhalten werden. Dieses Edukt ist zu 
kostspielig. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war ein Verfahren zur Herstellung von Verbmdungen 
der allgemeinen Formel I und II bereitzustellen, weiche aus leicht erhaltlichem, billigem, 
30 Ausgangsmaterial in guter Enantiomerenreinheit hergestellt werden konnen. 



Diese Aufgabe wird mit dem neuen biotechnologischen Verfahren gemass Anspruch 1 
geldst. 
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Das erfindungsgemasse Verfahren 
Formein 
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zur Herstellung der Verbindungen der allgemeinen 



O 




II 



worin Acyl oder Acyloxy und ein WasserstofFatom oder Ci.io-Alkyl bedeutet, erfolgt 
mittels einer Hydrolase in Gegenvvart eines Nucleophils und in Gegenwart einer Base in 
einem konstanten pH-Bereich ausgehend von einem racemischem Lactam der Formal 

10 

0. 




Ill 



Das Ausgangsmaterial, das Lactam der allgemeinen Forme! Ill (Substrat) kann 
beispielsweise gemass Taylor et al., (Tet. Asymmetry. 4, 1993, 1117) hergestellt werden. 

15 

Ci-H)-Alkyl ist linear oder verzweigt sowie substituiert oder unsubstituiert. 
Beispiele fiir Cum-AIkyl sind Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Isobutyl, tert. Butyl, Isopropyl, 
Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, Nonyl oder Decyl und seine Isomere sowie Chlormethyl, 
Brommethyl, Dichlormethyl, Dibrommethyl, Chlorpropyl, Brombutyl. 

20 

Acyl bedeutet Alkanoyl oder Arylcarbonyl. Alkanoyl ist zweckmassig CM-Alkanoyl, das 
substituiert oder unsubstituiert sein kann. Unter substituiertem C,.4-Alkanoyl wird im 
folgenden mit einem oder mehreren Halogenatomen substituiertes verstanden. Beispiele fiir 
Ci.4-Alkanoyl sind Acetyl. Propionyl ButyryL Chloracetyl, Bromacetyl, Dichloracetyl. 
25 Arylcarbonyl ist zweckmassig Benzylcarbonyl oder Phenylcarbonyl, substituiert oder 
unsubstituiert. 

Acyloxy bedeutet Alkoxycarbonyl oder Aryloxycarbonyl. Alkoxycarbonyl ist zweckmassig 
CM-Alkoxycarbonyl wie Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, Propoxycarbonyl, 
Butoxycarbonyl oder tert-Butoxycarbonyl (BOC). Arlyoxycarbonyl ist zweckmassig 
30 Benzyloxycarbonyl oder Phenyloxycarbonyl. 

Vorzugsweise bedeutet R^ Ci.4-Alkanoyl oder C 1.4- Alkoxycarbonyl insbesondere Acetyl 
Oder Ethoxycarbonyl. 



2 
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Als Hydrolasen konnen Proteasen oder Lipasen, vorzugsweise Proteasen wie Serin- 
proteasen einuesetzt werden. Als Serinproteasen konnen bspw. Chymotrypsine, Trypsine 
und Subtilisine (bakterielle Serinproteasen) eingesetzt werden. Als Subtiiisine konnen 
kaufliche Subtilisine wie Subtilisin A, Subtilisin B, Alcalasen, ALK-Enzyme, Bacillopepti- 
5 dase A, Baciiiopeptidase B, Bioprasen, Colistinasen, Esperasen, Genenase I, Kazusase, 
Maxacal, Maxatasen, Nagaisen, Peptidasen, Protease S, Protease VIII, Protease XXVII, 
Proteinasen, wie die alkaline Proteinase von Bacillus subtilis oder Aspergillus oryzae. 
Proteinase K von Tritirachium albumin, Savinasen, Subtilopeptidasen, Superasen, 
Thermoasen verwendet werden. Vorzugsweise wird die Biotransformation mittels 
10 Savinasen durchgeflihrt. Als Savinasen sind Savinase 12 Type W^, Savinase 16.0L Type - 

jM TM TM TM 

EX . Savinase 32.0L Type -EX , Savinase 4.0T Type W und Savinase 8.0L geeignet. 
Als Lipase kann bspw. Lipase aus Candida antarctica verwendet werden. 

Werden als Hydrolasen Proteasen, wie Savinasen, Proteasen von Bacillus subtilis, Proteasen 
15 von Aspergillus oryzae. Proteinase K von Tritirachium albumin eingesetzt, wird 

zweckmassig im racemischem Lactam der Forme! Ill das (lS,4R)-Enantiomere in die 
entsprechende Verbindung der allgemeinen Formel II hydrolysiert wobei das (1R,4S)- 
Enantiomere der allgemeinen Formel I anfallt. Werden als Hydrolasen Lipasen wie Lipase 
von Candida antarctica eingesetzt, wird zweckmassig im racemischen Lactam der Formel 111 
20 das (lR,4S)-Enantiomere in die entsprechende Verbindung der allgemeinen Formel II 
hydrolysiert wobei das (lS.4R)-Enantiomere der allgemeinen Formel I anfallt. 

Als Nucleophil konnen Hydroxidionen, Wasser oder Ci.io-Alkohole eingesetzt werden. Als 
25 Ci.io-Alkohole sind geeignet Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, Butanol, tert- 
Butanol, Isobutanol, Pentanol, Hexanol, Heptanol, Oktanol, Nonanol oder das Decanol. 
Wird als Nucleophil ein Cujo-Alkohol eingesetzt, wird wie fachmannisch bekannt der 
entsprechende Ester der allgemeinen Formel II (R^=Cuio-Alkyl) gebildet. Wird als 
Nucleophil Wasser eingesetzt, wird selbstverstandlich die entsprechende Saure der 
30 allgemeinen Formel II (R'=H) gebildet. 

Abhangig von der Hydrolase und dem Substrat (Lactam der Formel IH) wird die 
Biotransformation zweckmassig zwischen pH 5 und 12, vorzugsweise zwischen pH 6 und 8, 
durchgeflihrt. Erfindungsgemass wird dabei bei einer gegebenen Hydrolase und einem 
35 gegebenen Substrat der pH-Wert in Gegenwart einer Base konstant gehalten. Zweckmassig 
wird der pH-Wert durch Zugabe einer Base um +/- 0,5 pH-Einheiten konstant gehalten. 
Wird z.B. als Substrat racemisches 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on (R* = 
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Acetyl) und als Hydrolase Savmase eingesetzt, wird der pH-VVert vorzugsweise zwischen 
pH 7,0 und pH 7,5 konstant uehalten. 

Als Base kann eine anorganische oder organische Base eingesetzt werden. Als anorganische 
Basen sind z. B. KOH. NaOH. geeignet. Als organische Base kann beispielsweise 
5 Triethanolamin gelost in einem organischen Losungsmittei geeignet sein. 

Wird als Nucieophil einer der oben beschriebenen Alkohole verwendet, kann als Base das 
entsprechende Alkoholation dienen. 

Die Reaktionstemperatur kann in einem Bereich von 1 0 bis 60 °C, vorzugsweise von 1 5 bis 
10 40°C, liegen. 

Zweckmassig wird die Biotransformation in Wasser, einer Pufferlosung, einem Cmo- 
AJkohol Oder in einem Gemisch von diesen mit einem aprotischen organischen Losungs- 
mittei durchgefuhrt. Als aprotische organische Losungsmittei sind bspw. Ether, aromatische 
1 5 KohlenswasserstofFe geeignet. Als Ether konnen Tetrahydrcftiran, Dioxan oder tert-Methyl- 
butyl-ether verwendet werden. Als aromatische KohlenwasserstofFe sind Toluol und Benzol 
geeisnet. Als Pufferlosungen konnen z. B. niedermolare wie 10-lOOmM Natrium- oder 
Kaliumphosphatpuffer, Hepes-Puffer verwendet werden. Als CMo-Alkohole konnen die 
zuvor beschriebenen eingesetzt werden. 

20 

Die Biotransformation kann auch derart durchgefiihrt werden, dass das Lactam der 
allgemeinen Formel III als Losungsmittei dient. Dann wird zweckmassig die Biotrans- 
formation in Gegenwart der Halfte der stochiometrischen Mengen an Wasser oder des 
entsprechenden Alkohols durchgefuhrt. 

25 

Je nach Losungsmittei kann die Biotransformation in einem Zweiphasen- oder Einphasen- 
system durchgefiihn werden. Zweckmassig wird die Biotransformation in einem Ein- 
phasensystem durchgefuhrt. 

30 Nach einer ublichen Umsetzungszeit von wenisen Stunden werden dann abhangig von dem 
gewahlten Ausgangsmaterial die gewunschten optisch aktiven Verbindungen der 
allgemeinen Formeln 1 und II in hervorragender Ausbeute und Enantiomerenreinheit 
erhalten. Die bevorzugten Ausgangsmaterialien sind racemisches 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on (R'=Acetyl) und racemisches 2-Ethoxycarbonyl-2- 

3 5 azabicyclo[2.2. 1 .]hept-5-en-3-on. Die bevorzugten Produkte der Verbindungen der 
alluemeinen Formel I sind (lR,4S)-2.Acetyl-2-azabicyclo[2.2.l]hept-5-en-3-on (R' = 
Acetyl) und (lR.4S)-2-Ethoxycarbonyl-2-azabicycIo[2.2. l]hept-5-en.3-on (R = 
Ethoxycarbonyl). Die bevorzugten Verbindungen der allgemeinen Formel II sind (IS,4R)-1 

4 
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Acstylamino-2-cyclopenten-4-carbonsaure (R^ = Acetyl, K' = H), (1S,4R)-1- 
Ethoxycarbonyl-2-cyclopenten-4-carbonsaure (R^ = Ethoxycarbonyl, = H), (1S,4R)-1- 
Acety!amino-2-cycIopenten-4-carbonsauremethylester (R^ = Acetyl, K" = CH3), (1S,4R)-1- 
Acetylamino-2-cyclopenten-4-carbonsaurebutylester (R^ = Acetyl, R^ = C4H9), (1S,4R)- 

5 Acetylamino-2-cyclopenten-4-carbonsaureethylester (R' = Acetyl, R' = C2H5) und (1S,4R)- 
l-Acetylamino-2-cyclopenten-4-carbonsaurepropylester (R^ = Acetyl, R^ = C3H7). 
Die (IS,4R)-Acetylai'nino-2-cyclopenten-l-carbonsaure-C2-Hralkylester, ausgenommen der 
(1 S,4R)-Acetylamino-2-cyclopenten-l-carbonsaureethylester, vorzugsweise der 
( 1 S,4R)-AcetyIamino-2-cyclopenten-4-carbonsaureethylester und der (1 S,4R)-Acetylamino- 

10 2-cyclopenten-4-carbonsaurepropylester der allgemeinen Formel II sind in der Literatur 
noch nicht beschrieben und demzufoge ebenfalis Bestandteil der Erfindung. 

Ein weiterer Bestandteil der Erfindung ist die Weitemmsetzung, die Reduktion der Verbin- 
dung der allgemeinen Formel I, zu einem optisch aktiven l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2- 
15 cyclopenten-Derivat, insbesondere zu einem (IR, 4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2- 
cyclopenten-Derivat der allgemeinen Formel 




IV 



20 worin R^ die genannte Bedeutung hat. 

Zweckmassig wird die Reduktion mit binaren oder komplexen Metallhydriden der Bor- oder 
Aluminiumgruppe durchgefuhrt wie mit Alkalimetall-, Erdalkalimetallborhydriden, 
Alkalimetall-, Erdalkalimetallaluminiumhydriden. 

25 . AIs binare Alkalimetall- oder Erdaikalimetallborhydride konnen NaBH4, LiBH4, KBH4, 

NaAlH4, LiAlH4, KAIH4, Mg(BH4)2, Ca(BH4)2, Mg(AlH4)2, Ca(AlH4)2 verwendet werden. 
Komplexe Metallhydride der Bor- oder Aluminiumgruppe konnen die allgemeine Formel M 

H„U,haben, worin n eine ganze Zahl von 1 bis 4 ist und m eine ganze Zahl von 4 bis 4 
minus der entsprechenden Zahl n ist, ein AJkalimetallatom, Bor oder Aluminim , 

30 bedeutet und L Cj^i-AlkyL CM-Alkenyl, C,^-Alkoxy, CN oder ein Amin ist, oder die 
komplexen Metallhydride konnen die allgemeine Formel M^HpLphaben, worin die 
genannte Bedeutung hat und 0 eine ganze Zahl von 0 bis 3 ist und p eine ganze Zahl von 3 
bis 3 minus der entsprechenden Zahl p ist. AIs H„L,„ konnen LiBH (CjH.O.,, LiBH, 

(OCH3)4.i, worin x eine ganze Zahl von 1 bis 3 bedeutet, LiAlH(OC(CH3)3)3, 

3 5 NaAlH2(OC2H40CH3)2, Na A1H2(C2H5)2 oder NaBH3CN eingesetzt werden. Vorzugsweise 
wird die Reduktion mit einem Metallborhydrid wie Natriumborhydrid durchgefuhrt. 



5 
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Zweckmassiu werden die Metallhydi ide in einem molaren Verhaltnis von 0,5 bis 1 pro mol 
der Veibindung der allgemeinen Formel 1 eingesetzt. 

Zweckmassiu wird die Reduktion unter Inengasatmosphare wie beispielsweise unter Argon- 
5 Oder StickstofFatmosphare durchgeflihrt. 

Die Reduktion kann bei einer Temperatur von -10 bis 30 °C, vorzugsweise bei einer 
Temperatur von 0 bis 10°C, durchgefuhrt werden. 

Als Losungsmittel sind fiir die Reduktion sekundare oder tertiare Alkohole geeignet. Als 
10 sekundarer Alkohol kann bspw. 2-Butanol und als tertiarer Alkohol kann bspw. 

tert. Amylalkohol eingesetzt werden. Vorzugsweise wird ein sekundarer Alkohol eingesetzt. 

Die Weitemmsetzung, die Hydrolyse der optisch aktiven l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2- 
cyclopenten-Derivate der Formel IV zu den entsprechenden optisch aktiven l-Amino-4- 
1 5 (hydroxyniethyl)-2-cyclcopentenen bzw. deren Salze, der Formel 



mit einem Erdalkali-, Alkalimetallhydroxid oder mit einer Mineralsaure ist ebenfalls 
20 Bestandteil der Erfmdung. Insbesondere wird das (lR,4S)-l-Amino-4-(hyd^oxymethyl)-2- 
cyclopenten-Derivat zum (lR,4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten hydrolysiert. 

Als Alkalimetallhydroxid ist Lithium-, Natrium- oder Kaliumhydroxid geeignet. Als 
Erdalkalimetalihydroxid kann bspw. Bariumhydroxid eingesetzt werden. Als Mineralsauren 
25 sind HalogenwasserstofFsauren wie bspw. Salzsaure oder Bromwasserstoffsaure geeignet. 

Zweckmassig wird die Hydrolyse bei einer Temperatur von 50 bis 120 °C, vorzugsweise 
von 90 bis 100°G. durchgefuhrt. 

30 Als Salze des (lR,4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopentens (Forinel V) sind dessen 
Hydrohalogenidsaize wie Hydrochloride oder Hydrobromide geeignet. 




V 
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Beispicic 
Beisptel 1 

Herstelhing von (lR,4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten aiisgehend von 
rnceniischem (±)-2-AcetyI-2-azabicylcoI2.2.1]hept-5-en-3.on 

1.1 Herstellung von (lR,4S)-2-Acetyl-2-azabicyclo|2.2.1]hept-5-en-3-on 

1.1.1 mittels Savinase m einem Gemisch von Natriumphosphat-Puffer iind- 
Tetrahydrofiiran 

5 ml Tetrahydrofuran wurden mit 3,84 ml 20 mM Natrium-PhosphatpufFer 
pH 7 und 1,16 mi Savinase 16.0 L Type EX, Novo Nordisk (16 KNPU/g, 
Kilo Novo Protease Units) gemischt. Zu dem Ansatz wurden 417 |j.l, (+/-) 2- 
Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1 ]hept-5-en-3-on (330 mmol/1) gegeben. Die 
Reaktion wurde mit einem Magnetriihrer gemischt und mittels eines 
Wasserbades bei 30''C gehalten. Der pH-Wert wurde durch eine pH- 
Regelung mit IM NaOH konstant bei pH 7 gehalten. Proben wurden 
periodisch entnommen und mit HPLC auf Gehalt und 
Enantiomerenuberschuss analysiert (Chriralpak AD, Daicel Chemical Ltd. 
(0,46 X 25 cm), isokratisch bei Raumtemperatur, Fluss 1 ml/min mit n- 
Heptan (Ethane! 2%, Detektion bei 215 nm)). Insgesamt wurden dabei 1,25 
ml NaOH verbraucht. Nach 120 Minuten war 50% der eingesetzten Menge 
an (+/-) 2-Acetyl-2-a2abicyclo[2.2.1]hepto-en-3-on zur entsprechenden 
Saure hydrolysiert. Die Gehaltsbestimmung erfolgte mit achiraler GC. Die 
Analytik wurde mit Gaschromatographie wie folgt durchgefuhrt: Kapillar- 
Saule: HP -5 (5% Phenylmethylsiloxan), Temperaturgradient 100 X -260 
^C, die Proben wurden fur die Analyse in Tetrahydrofuran 1:1 verdunnt. 

1.1.2 in Wasser 

1.1.2.1 Zu 419,25 ml (+A) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. l]hept-5-en-3-on wurden 60 
ml H20und35ml Savinase gemass Beispiel 1. 1.1 gegeben. DerpH-Werv 
wurde mit 7.5 N NaOH auf 7,5 gehalten, der 11-Applikon Fermenter wurde 
mit 400 Upm geriihrt. Gemass Beispiel LI .1 wurden Proben periodisch 
entnommen und analysiert. Nach 45 h wurde ein ee-Wert von 99% 
gemessen. 

Der Ansalz wairde uber ein Whatman GF/F Filter abgenutscht und der 
Filterkuchen wurde 2 mal mit 100 ml und 1 mal mit 50 ml Butylacetat 
gewaschen. Die wassrige Phase wurde 2 mal mit 200 ml Butylacetat 
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ausi!eschutte!t. Die organische Phase vviirde a.n Rotavap eingeengt. 144,8 g 
Produkt mit einem ee-Wert von > 98% wurden erhalten, was einer Ausbeute 
von 31% bez. des Racemats entsprach. Die Analytik wurde gemass Beispiel 
l.l.l durchgefiihrt. 

1.1.2.2 Zu 486,3 g (+/-) 2-Acetyl-2'a2abicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on (Gehait: 
95,4%) woirden 60 ml H2O und 35 ml Savinase gemass Beispiel 1.1.1 
ge^eben. Der pH-Wert wurde mit 7,5 N NaOH auf 7,5 gehaiten, der 11- 
Applikon Fermenter wurde mit 400 Upm gertihrt. Gemass Beispiel 1.1.1 
wurden Proben periodisch entnommen und analysiert. Nach 45 h wurde ein 
ee-Wert von >98% gemessen. Insgesamt wurden 174,6 ml 7,5 N NaOH 
verbraucht. 

Der Ansatz wurde uber ein Whatman GF/F Filter abgenutscht und der 
Filterkuchen wurde 2 mal mit 100 ml und 1 mal mit 50 ml Butylacetat 
gewaschen. Die wassrige Phase wurde 2 mal mit 200 ml Butylacetat 
ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde am Rotavap eingeengt. 144,8 g 
Produkt mit einem ee-Wert von > 98% (Gehait: 92,5%) wurden erhalten, 
was einer Ausbeute von 29% bez. des Racemats entsprach. Die Analytik 
wurde gemass Beispiel 1.1.1 durchgefuhrt. 

1.1.3 in Methanol 

72,3 ml (+/-) 2-Acetyl-2-azabicyc-lo[2.2.1]hept-5-en-3-on (Gehait 95,4%) 
wurden mit 8,3 ml Savinase gemass Beispiel 1.1.1 und 19,4 ml Methanol 
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde iiber einen Zeitraum von 24 h bei 
30°C geriihrt. Der pH blieb dabei konstant bei 7,2. Proben wurden nach 
Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 25 h wurde ein ee-Wert von > 98% erreicht 
und die Reaktion wurde beendet. Die analytische Ausbeute betrug 42% bez. 
des Racemats. Dabei bildete sich in stochiometrischen Mengen der 
entsprechende Methylester (R^ = CH3) der Verbindung der allgemeinen 
Formel II, was mit GC-MS bewiesen wurde. Die Analytik wurde gemass 
Beispiel 1.1.1 durchgefuhrt. 

1.1.4 in Biitanol 

72,3 ml (+/-) 2-Acetyl-2-a2abicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on (Gehait 95,4%) 
wurden mit 76,86 ml 1-Butanol und 8,3 ml Savinase gemass Beispiel 1.1.1 
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde liber einen Zeitraum von 22 h 
gemessen. Nach dieser Zeit wurde ein ee-Wert von > 98% mit HPLC 
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bestimmt. Der pH-Wert \vurde mit 4 N NaOH bei pH 7.5 konstant gehalten. 
Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Die Reaktionstemperatur 
lag bei Es bildete sich freie Saure (R' = H) der Verbindung der 
alkeiTieinen Forme! II, was anhand von HPLC bewiesen wurde und der 
5 Butylester {R' = C4H9) der Verbindung der allgemeinen Formel II, was 

anhand von GC-MS bewiesen wurde. Eine analytische Ausbeute von 34,8% 
bez. des Racemats wurde erreicht. 

1.1.5 mittels Sa viiinse in 1-Propanol 

10 1.1.5.1 242g (+/-) 2-Acetyl-2-a2abicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on, 168,6 ml 1- 

Propanol und 28 m! Savinase gemass Beispiel 1,1.1 wurden bei 30°C 
und bei einem pH von 7,0 (eingestellt mit 4 N NaOH) inkubiert. Proben 
wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 24 h v^rde der ee- 
Wert des Produktes zu % ee = 99% ermittelt. Die analytische Ausbeute 

1 5 betrug 47%. Anschliessend wurden zu dieser Mischung (459 ml) 100 ml 

Toluol hinzugegeben und das Propanol unter reduziertem Druck 
abgedampft. Dann wurde die Losung zweimal mit Toluol (250 ml) und 
Wasser (100 ml) extrahiert. Toluol wurde. abgedampft und das Produkt 
destilliert. Es wurden 1 13,9 g (0,69 mol) Produkt (Reinheit 93%, ee = 

20 99%) entsprechend einer Ausbeute von 45,7% bez, des Racemats 

erhalten. Die Analytik wurde gemass Beispiel 1,1.1 durchgeflihn. 

1.1.5.2 208g (+/-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. l]hept-5-en-3-on (Gehalt: 
95,4%), 1 68,6 ml 1 -Propanol und 23 ml Savinase gemass Beispiel 1.1.1 
wurden bei 30°C und bei einem pH von 7,2 (eingestellt mit 4 N NaOH) 

25 im Erlenmeyerkolben inkubiert. Nach 30 h wurde der ee-Wert des 

Produktes zu % ee = > 98% ermittelt. Anschliessend wurden zu dieser 
Mischung (459 ml) 100 ml Toluol hinzugegeben und das Propanol unter 
reduziertem Druck abgedampft. Dann wurde die Losung zweimal mit 
Toluol (250 ml) und Wasser (100 ml) extrahiert. Toluol wurde abge- 

30 dampft und das Produkt destilliert (12 mbar, 85 - 95X). Es wurden 

- 79, 1 3 g (0,69 mol) Produkt (Reinheit 93%, ee > 98%) entsprechend 
einer Ausbeute von 37% bez. des Racemats erhalten. Die Analytik 
wurde gemass Beispiel 1.1.1 durchgefiihrt. 

1.1.5.3 2,77 kg (+/-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. l]hept-5-en'3-on (Gehalt 

35 95,8%), 1,351 1 -Propanol und 355,5 ml Savinase gemass Beispiel 1.1.1. 

wurden bei 40°C und einem pH-Wert = 7,4 (eingestelU durch Zugabe 
9 



wo 00/03032 



PCT/EP99/04814 



von 92ii 4N NaOH) in einem 5 1 Riihrreaktor umgesetzt. Hierbei woirdc 
der pH-VVert durch Zugabe von 4N NaOH bei pH = 7,4 konstant 
uehalten. Nach 14 h wurde das Reaktionsgeinisch auf Raumtemperatur 
absekuhit und der pH-Wert der Losung durch Zugabe von 20%iaer 
5 Schwefelsaure auf pH = 7.0 eingestellt. Nach Zugabe von 1,15 1 Toluol 

wurden die Phasen getrennt und die organische Phase im Vakuum 
destilliert (Produktfraktion bei T=72-76°C, p=l mbar). Es wurden 1,07 
kii Produkt (Gehalt 91%, ee = 98,4%) entsprechend einer Ausbeute von 
36,5% erhalten. Der Gehalt des Produkts wurde mittels GC auf einer 

jQ Optima5-Saule (Macherey-Nagel, Deutschland) bestimmt. Der ee des 

Produkts wairde mittels GC auf einer chiralen LipodexE-Saule 
(Macherey-Naael, Deutschland) bestimmt. 



1 1.5,4 Isolation von (lS,4R)-Acetylaniino-2-cyclopenten-l- 

15 carbonsaiirepropylester 

345 g des Blasenrests aus Beispiel 1.1.5.3 wurden mit 250 ml 
Esssigsaureethylester und 1 1 Hexan versetzt und das Gemisch wurde 
auf Ruckflusss erhitzt. Es bildeten sich zwei Phasen, die obere Phase 
20 wurde abgetrennt und langsam auf 0°C abgekuhlt. Der Niederschlag 

wurde abfiltriert und bei 40°C im Vakuum getrocknet. Es wurden 85,6 
g farbloses Produkt erhalten. 

Der ee-Wert wurde mittels GC auf einer chiralen Hydrodex-p-PM- 
Saule (Macherey-Nagel, Deutschland) bestimmt, ee = 93%. 
25 ao.2,rc(c=l,MeOH)=79.3° 

'H-NMR(CDC1.-,): 5,91 (br,lH) 

5.89 (s, 2H) 
5,07 (m. IH) 
4.07 (t, 2H) 

30 3,50 (m,lH) 

2,46 (m. IH) 
1,96 (s,3H) 

1.90 (m, IH) 
1,67 (m 2H) 

35 0,96 (t,3H) 



1.1.6 mittels Protease von Bacillus subtilis in Phospiiat-Piiffer 
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1.1.6.1 25 mg Bacillus subtilis Protease (Fluka 82490), 0,45 ml Phosphai-Puffer 
(100 miV!. pH 7,5), 0,5 ml n-Propanol und 0.05 ml (-^/-) 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2.1] hepto-en-3-on wurden bei 30 °C (+/- 2 °C) inkubiert. 
Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 

5 uehalten. wobei Schwankunuen von +/- 0,5 pH erreicht wurden. Proben 

woirden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 6 h war alles (+/-) 2- 
Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1] hept-5-en-3-on umgesetzt. 1,5 h nach 
Inkubation war der Enantiomerenuberschuss von (-) 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. 1 ] hept-5-en-3-on >98%. Die nicht isolierte Ausbeute 
10 betrug 12% bez. des Racemats. Gehalt und Enantiomerenuberschuss 

wurden wie in Beispiel 1 beschrieben bestimmt. 

1.1.6.2 125 mg Bacillus subtilis Protease (Fluka 82490), 2,25 ml Phosphat-PufFer 
(100 mM, pH 7,5)/2,5 ml n-Propanol und 0,25 ml (+/-) 2-Acetyl-2- 

15 a2abicyclo[2.2. 1] hepto-en-3-on (Gehalt: 95,4%) wurden bei 30 °C (+/- 2 

''C) inkubiert. Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH 
bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +/- 0,5 pH erreicht wurden. 
Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 6 h war 90% des 
(+A) 2-.Acetyl-2-azabicyclo[2.2,l] hepto-ea-3-on umgesetzt. 1,5 h nach 

20 der Inkubation war der Enantiomerenuberschuss von (-) 2-Acetyl-2- 

azabicyclo[2.2. 1] hept-5-en-3-on >98%. Die nicht isolierte Ausbeute 
betrug dann 12% bez. des Racemats. 

1.1.7 mittels Protease von Aspergillus oryzae in Phosphat-Puffer 
25 1.1.7.1 25 mg Aspergillus oryzae (Sigma P-4032, 3.5 Units/mg), 0,45 ml 

Phosphat-PufTer (100 miM, pH 7,5), 0,5 ml n-Propanol und 0,05 ml (+/-) 
2-AcetYl-2-azabicycio[2.2.1] hept-5-en-3-on v^rden bei 30 °C (+/- 2 °C) 
inkubiert. Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH bei . 
7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +/. 0,5 pH erreicht wurden. 
30 Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 0,5 h war alles 

(+) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on umgesetzt. Der 
Enantiomerenuberschuss fiir (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3- 
on war >98%. Die analytische Ausbeute bezogen auf (-) 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. 1] hept-5-en-3-on war > 40% bez. des Racemats. Gehah 
35 und Enantiomerenuberschuss wurden wie in Beispiel 1.1.1 beschrieben 

bestimmt. 

1.1.7.2 125 mg .Aspergillus oryzae (Sigma P-4032, 3.5 Units/mg), 2,25 ml 

Phosphai-PufTer (100 mM, pH 7,5), 2,5 ml n-Propanol und 0,25 ml (+A) 
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2-Acety!-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on (Gehalt: 95,4%) wurden bei 
30 (-^/- 2 ''O inkubiert. Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe 
von 1 N NaOH bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +/- 0,5 pH 
erreicht wurden. Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 
5 0,5 h war alles (+) 2-AcetyI-2-azabicycio[2.2. 1 ] hept-5-en-3-on 

umgesetzt. Der Enantiomerenuberschuss fiir (-) 2-Acetyl-2- 
azabicycIo[2.2. 1] hepto-en-3-on war >98%. Die analytische Ausbeute 
bezogen auf (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1] hept-5-eno-on war > 40% 
bez. des Racemats. 

10 

1.1.8 mittels Proteinase K von Tritirachium albumin in Phosphat-Puffer 

1.1.8.1 25 mg Proteinase K (Sigma P-8044 1 - 7 Units/mg), 0,45 ml Phosphat- 
Puffer (100 mM, pH 7,5), 0,5 mi n-Propanol und 0,05 ml (+/-) 2-Acetyl- 
2-azabicYclo[2.2.1] hept-5-en-3.on wurden bei 30 (+/- 2 °C) inkubiert. 

1 5 Der pH Wert \Nairde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 

gehalten. wobei Schwankungen von +/- 0,5 pH erreicht woirden. Proben 
wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 0,5 h war alles (+) 2- 
Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on umgesetzt. Der 
Enantiomerenuberschuss fur (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1 ] hept-5-en-3- 

20 on war >98%. Die analytische Ausbeute bezogen auf (-) 2-Acetyl-2- 

azabicyclo[2.2. 1] hept-5-en-3-'On war 40 % bez. des Racemats. Gehalt 
und Enantiomerenuberschuss wurden wie in Beispiel I beschrieben 
bestimmt.. 

1.1.8.2 125 mg Proteinase K (Sigma P-8044 1 - 7 Units/mg), 2,25 ml Phosphat- 
25 PufFer (100 mM. pH 7,5), 2,5 ml n-Propanol und 0,25 ml (+/-) 2-Acetyl- 

2-azabicyclo[2.2- 1] hept-5-en-3-on (Gehalt: 95,4%) wurden bei 30 °C 
(•f/- 2 °C) inkubiert. Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N 
NaOH bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +A 0,5 pH erreicht 
wurden. Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 0,5 h 
30 war alles (+) 2-Acetyl-2-a2abicycro[2.2. 1 ] hept-5-en-3-on umgesetzt. Der 

Enantiomerenuberschuss flir (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3- 
on war >98%, Die analytische Ausbeute bezogen auf (-) 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. 1 ] hept-5-en-3-on war 30 % bez. des Racemats. 

35 1.2 Hcrslellung von (lS,4R)-2-AcetyK2-azabicycIo|2.2.1]hept-5-en-3-on (mittels 
Lipase von Candida antarctica) 

1.2.1 25 mg SP525 (Novo Nordisk), 0,45 ml Phosphat-Puffer (100 mM, pH 7,5), 0,5 ml 
n-Propanol und 0.05 ml (+/-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on wurden 
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bei 30 °C (+/- 2 °C) inkubiert. Der pH Wert \vurde durch manuelle Zugabe von 1 N 
NaOH bei 7,5 gehalten, vvobei Schwankungen von -}-/- 0,5 pH erreicht wurden. 
Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnomnien. Nach 0,5 h war alles (-) 2- 
AcetYl-2-a2abicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on umgesetzt. Der Enantiomerenuberschuss 
5 fur (-) ( 1 S,4R)-2-Acetyl-2-a2abicyclo[2.2. 1] hept-5-en-3-on war >98%. Die 

analytische Ausbeute bezogen auf (+) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2 1] hept-5-eno-on 
war 12%. Gehalt und Enantiomerenuberschuss wurden. wie in Beispiel 1 beschrieben 
bestimmt. 

10 1.2.2 250 mg SP525 (Novo Nordisk), 2,25 ml Phosphat-Puffer (100 mM, pH 7,5), 2,5 ml 
n-Propanol und 2,25 ml (+/-) 2-AcetyI-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3-on (Gehalt: 
95,4%) wurden bei 30 °C (+/- 2 °C) inkubiert. Der pH Wert wurde durch manuelle 
Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +A 0,5 pH 
erreicht wurden. Proben wurden gemass Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 16 h war 

1 5 alles (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1 ] hepto-en-3-on umgesetzt. Der 

Enantiomerenuberschuss fur (+) (lS,4R)-2«AcetyI-2-azabicyclo[2.2.1] hept-5-en-3- 
on war >98%. Die analytische Ausbeute bezogen auf (+) 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. 1 ] hept-5-en-3-on war 1 2% bez. des Racemats, 

20 

1.3. Reduktion von (lR,4S)-2-Acetyl-2-azabicylol2.2.1] hept-5-en-3-on zu {1R,4S)- 
2-Acetyl-l-ainino-4-(hydroxyinethyl)-2-cyclopenten 

1.3.1 Zu einer Losung von (lR,4S)-2-AcetYl-2-azabicylo[2.2. 1] hept-5-en-3-on 
25 (50 g, 0,33 mol), 40 ml Wasser, 240 ml 2-Butanol wurden portionsweise 8 g 

NaBH4 zugegeben und die Temperatur unter 5°C gehahen. Nach I h wurde 
die Reaktion gestoppt und dann die Reaktionsmischung mit HCl konz. auf 
pH 2,0 eingestellt. Die Reaktionstemperatur wurde unter lO^'C gehalten. Der 
pH-Wert wiirde mit 30%-iger NaOH auf pH 9,0 eingestellt. 
30 Natriummetaborat wurde abfiltriert und die Wasserphase wurde dreimal mit 

2-Butanol extrahiert. Nach Abdampfen von 2-Butanol wurden 49,3 g 
Produkt (0.28 mol) entsprechend einer Ausbeute von 88% erhalten. 



35 
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1.3.2. 287,4 g (-)-AcetYl-2-azabicyclo[2.2. l]hept-5-en-3-on (100 - 255 

ml, 97%-ig; 1,9 mol) wurden in 380 ml Wasser und 1217 ml 2-Butanol 
uelost. Die Losung \vurde auf 0 bis - 2 "^C gekiihlt. 
In einem anderen Ruhnverk wurden 45 g NaBH4 (1,188 mol, 1,25 Eq) in 

5 304 ml frisches 2-Butanol suspendiert. Die NaBH^-Suspension \vurde 

innerhalb 1 - 2 Stunden in die Losung zugegeben. Die Reaktion war 
exotherm und die Temperatur durfte 5 °C nicht uberschreiten. Vor einer 
Ponionzugabe musste die Temperatur bei 0 ""C liegen. Die Reaktion \vurde 
mittels DC (Hexan/Etrol/MeOH 5/5/1 ) yerfolgt. Nach der Zugabe \vurde 

10 noch 1 bis 2 h nachreagieren gelassen. Der Umsatz wurde kontrolliert. Wenn 

der Umsatz in Ordnung war, (Konzentration an Edukt sollte < 1,0% sein) 
wurde mit ca. 135 g konz. Salzsaure auf pH 2 eingestellt. Die Temperatur 
wurde unter 10 °C gehalten. Dann wurde sofort mit ca. 85 ml 30%-ige 
Natronlauge auf pH 9 eingestellt. Die ausgefallenen Salze wurden filtriert 

15 und mit 127 ml frischem 2-Butanol gewaschen. Das Filtrat und das "Wasch- 

2-Butanor' wurden gesammelt und die Phasen getrennt. Die Wasserphase 
wurde noch zweimal mit je 380 ml frischem 2-Butanol extrahiert. Die 2- 
Butanol-Phasen wurden gesammelt. Man erhielt ca. 2450 g 10%-ige Losung 
Produkt, (lR,4S)-2-AcetyI-l-amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten in 2- 

20 Butanol. Dies entsprach ca. 250 g 100%-iges Produkt (lR,4S)-2-Acetyl-l- 

amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten, entsprechend einer Ausbeute von 
. 85%. 



25 1.4. Hydrolyse von (lR,4S)-2-AcetyM-aniino-4-(hydroxyniethyI)-2-cycIopenten zu 
(lR,4S)-I-Ainino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten 

1.4.1 Zu 49,3 g (0,28 mol) (]R,4S)-2-AcetyI-l-amino-4-(hydroxymethyl)-2- 

cyclopenten wurde 30%ige NaOH (45 g) zugegeben und die Suspension auf 

30 lOOX erwarmt. Nach 3,5 h wurde die Losung auf O^C abgekuhlt und dann 

mit konz. HCl auf pH = 1 ,0 eingestellt. Dann wurde Wasser abgedampft und 
NaCI abfiltriert. /^mschliessend woirde Pentanoi (2 ml pro g Rest) und Aceton 
(6 ml pro g Rest) hinzugegeben und das ausgefallene Prazipitat filtriert und 
mit 20 ml Aceton gewaschen. Es wurden 37,5 g (0,24 mol) Produkt als 

35 Hydrochloridsalz mit einem ee = 99%, entsprechend einer Ausbeute voh 

86% erhalten. 
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1 ,4.2. 85,4 g (-)-2- Acetyl- 1 -amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten 1 00 %-ig 
(0.55 mol) als 10%-ige Losung in 2-Butanol wurden vorgelegt. Es wurde 
dann destilliert bis kein Destillat mehr kommt. Anschliessend wurden 1 10,0 g 
30%-ige Natronlauge (=> 33,0 g NaOH 100%-ig; 0,825 mol; 1,5 Eq) und 65 
g Wasser zugegeben. Das restiiche 2-Butanol wurde durch azeotrope 
Destination entfernt (mit ca. 10 g Wasser). Dann wurde die Losung unter 
Ruckfluss (100 - 1 10 T) fiir 4 - 5 h erhitzt. Die Reaktion wurde mittels GC 
verfolgt. Wenn der Umsatz in Ordnung war, wurde auf 50 °C abgekiihlt und 
154 ml 2-Butanol (124,3 g) wurden zugegeben. Die Phasen wurden bei 50 
°C getrennt und die Wasserphase nochmals mit 1 54 ml 2-Butanol (124,3 g) 
bei 50 °C extrahiert (15 Min Ruhren, Phasen trennen). Die Wasserphase (ca. 
165 g) ^vurde entsorgt. Die organischen Phasen wurden gesammelt und ca. 
22 g Chlorwasserstoff wurden bei 20 - 40 °C bis pH 1 zugegeben. Einige 
Saize fielen wahrend des Ansauerns aus. Diese Salze wurden bei 20 °C 
filtriert und das Fihrat wurde unter Normaldruck destilliert bis 220 ml 
Destillat (ca. 180 g) aufgefangen waren (Kochtemperatur ca. 91 - 92 °C). 
Danach wurden bei ca. 70 °C 176 ml Aceton (139,0 g) zugegeben. Die 
Suspension wurde 1 5 bis 30 min unter Ruckfluss geriihrt und dannach auf -5 
°C abgekiihlt. Nach 1 h bei dieser Temperatur wurde die Suspension 
abgenutscht und der Filterkuchen mit 154 ml Aceton gewaschen. Man erhielt 
70,0 g (-)-Produkt 100%-ig entsprechend einer Ausbeute von 85''/o. 
Gehalt : 99 0% (Tit., wt.%) 
NaCl ; 0.5 bis 1.0% 



Beispiel 2 

Hcrstenungvon(lR,4S)-2-EthoxycarbonyI-2-a2abicyclol2.2.1]hept-5-en-3-on 

2,1. Herstcllung von racemischem (±)-2-Ethoxycarbonyl-2-azabicycloI2.2.1]hept-5- 
en-3-on 

109,13 g racemisches 2-Ethoxycarbonyl-2-azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on wurden 
mit 182,1 g Triethylamin, 6,1 1 g 4-Dimethylaminopyridin und 500 ml Acetonitril 
gemischt Die Reaktion wurde auf 50 °C erwarmt. Danach wurde portionenweise 
195.3 g Ethylchiorformiat, gelost in 150 ml Acetonitril, zugegeben. Die Temperatur 
wurde unter 55 °C gehalten. Nach Reaktionsende wurde die Losung auf 20 °C 
gekuhit und die Salze wurden abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen. Das Filtrat 
wurde bei 60 °C und 20 mbar eingeengt und anschliessend in 1500 ml Toluol 
aufgenommen. Darauf folgten 3 Extraktionen; mit 250 ml Wasser, pH 8, mit 250 ml 

15 
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Essiusaure (1%), mit 250 ml uesattigter NaCl-Losung. Die organisclie Phase wurde 
mit MuSO^ getrocknet und bei 80 °C/20 mbar eingeengt. 167,4 g eines braunen Dies 
vvurden erhalten. Der Gehalt nach GC war 96 %. (±)-2-Ethoxycarbonyl-2- 
azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on wurde gereinigt durch Vakuumdestillation, b.po.oi = 
76,5 °C, Gehalt (GC) : 99,5 %, Ausbeute : 156,6 g (88,5 %) 

'H-NMR (CDCI3): 1.33 (t,3H); 

2,19 (d, IH); 
. 2,38.(d, IH), 
3.43 (s, IH); 
4,26 (m, 2H), 
5,04 (s, ]H)i 
6,68 (m, IH); 
6,92 (m;lH). 

2.2 Hersteliung von (-)-2-Ethoxycarbonyl-2-azabicyclo[2.2.11hept-5-en-3-on 

Analog zu Beispiel 2. 1 . vvurde das Produkt ausgehend von (-)-2-Ethoxycarbonyl-2- 
azabicylclo[2.2. l]hept-5-en-3-on hergestellt. 

2.3 Hersteliung von (lR,4S)-2-Ethoxycarbonyl-2-azabicycIo[2.2.1]hept-5-eii-3-on 

500 \x\ Savinase gemass Beispiel 1 , 1 . 1 , 5 ml n-Propanol, 4,5 ml (50 mM 
PhosphatpufFer pH 8/Tetrahydrofuran, 1/1) und 250 |il (+/-) Ethoxycarbonyl-2- 
azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-on wurden bei 40 °C bei pH 8 inkubiert. Durch 
manuelle Zugabe von IN NaOH wurde der pH Wert auf 8 gehalten. Proben wurden 
wie in Beispiel 1.1.1 entnommen. Nach 4,5 h wurde ein ee Wert von >98 % fiir das 
(-) Enantiomere gemessen. was anhand des hergestellten Standards (Beispiel 2.2) 
bewiesen wurde. Die nichtisolierte, analytische Ausbeute bezogen auf das Racemat 
betrug 46%. 
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Patentanspniche 

1 Verfaliren zur Heistellung von optisch aktiven Verbindungen der allgemeinen 
5 Formeln 



0. 




R'OOC 



I* *r II 




10 



worin R' Acyl oder Acyloxy und R^ ein WasserstofFatom oder Ci.jo-Alkyl bedeutet, 
worin ein racemisches Lactam der allgemeinen Formel 



0. 



NR' 



III 



mittels einer Hydrolase in Gegenwart eines Nucleophils und in Gegenwart einer 
1 5 Base in einem konstanten pH-Bereich umgesetzt wird. 

2. ^ Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man als Hydrolase eine 
Protease oder Lipase venvendet. 

20 3. Verfahren nach Anspaich 2, dadurch gekennzeichnet, das man als Protease eine 
Serinprotease venvendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man als Serinprotease ein 
Subtilisin verwendet. 

25 

5. Verfahren nach mindesten einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass man als racemisches Lactam der allgemeinen Formel III 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2.2. l]hept-5-en-3-on oder 2-Ethoxycarbonyl-2-azabicyclo[2.2.1]hept-5- 
3-on einsetzt. 

30 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Umsetzung in Wasser, einer PufiFerlosung, einem Ci.urAlkohol oder in 
einem Gemisch aus diesen mit einem aprotischen organischen Losungsmittel 
durchfiihrt. 17 
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7. Vcrfaliren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Unisetzung bei einer Temperatur von 10 bis 60°C diirchfuhrt. 

5 8. Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 1 -Amino-4-(hydroxyniethyl)-2- 
cyclopenten-Derivaten der allgemeinen Formel 

NHR^ 

HO IV 



25 




10 worin die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, dadurch gekennzeichnet, dass 

man ein Lactam der allgemeinen Forme! 

0 

N> NR^ 



III 



1 5 worin die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in 

Gesenwart eines Nucleophils und in Gegemvart einer Base in einem konstanten pH- 
Bereich in die Verbindung der allgemeinen Formel 




20 iiberftihrt und diese dann zu der Verbindung der allgemeinen Formel IV reduziert. 

9. Verfahren zur Herstellung von (lR,4S)-NAmino-4-(hydroxymethyl)-2-cycIopenten 
der Formel 




bzw. dessen Salze, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Lactam der allgemeinen 
Formel 



18 



wo 00/03032 



PCT/EP99/04814 




worin die in Anspaich 1 genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in 

Gesenwart eines Nucleophiis und in Gegenwart einer Base in einem konstanten pK- 

Bereich in die Verbindung der allgemeinen Formel 

0. 



I 



worin R' die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, uberfiihrt, diese dann in die 
Verbindung der allgemeinen Formel 





NHR' 



IV 



worin die genannte Bedeutung hat, reduziert und diese dann zu der Verbindung 
der Formel V hydrolysiert. 

10. (lS,4R)-Acetylamino-2-cyclopenten-l-carbonsaure-C2«io-alkylester, ausgenommen 
( 1 S,4R)-Acetylamino-2-cyclopenten-l -carbonsaureethylester. 

11. (1 S,4R)-Acetylamino-2-cyclopenten- 1 -carbonsaurethyl- oder propylester. 
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